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RESUMEN
El descubrimiento de mutaciones de la enzima supero´xido-dismutasa 1 (SOD1) en
pacientes con Esclerosis Lateral Amiotro´fica (ELA) como causa de la enfermedad ha
abierto la puerta a nuevas investigaciones con el objetivo de encontrar un tratamiento
eficiente. El principal problema se encuentra en el direccionamiento de las terapias a
las motoneuronas, afectadas en la ELA, por lo que se buscan vectores biocompatibles
que cumplan cuatro objetivos: una carga eficiente del fa´rmaco, atravesar la barrera
hematoencefa´lica, la internalizacio´n celular y la liberacio´n del fa´rmaco. En el presente
trabajo se propone caracterizar los efectos de nanopart´ıculas de oro en la viabilidad
y ciclo celular de las neuronas motoras, para posteriormente ser utilizadas como
transporte de RNA de interferencia (siRNA). El objetivo que se busca es una reduccio´n
en la expresio´n de la prote´ına mutada por degradacio´n del RNA mensajero (mRNA)
que la codifica en una l´ınea celular de motoneuronas NSC-34. Los resultados muestran
una unio´n muy eficiente de siRNA con las nanopart´ıculas Au-PEI-PEG para todas las
concentracio´n evaluadas. Respecto a la viabilidad celular, se obtiene un incremento
de la dosis subcitoto´xica del 300 % tras la conjugacio´n con el siRNA y una buena
internalizacio´n a partir de las 24 horas de tratamiento. Sin embargo se precisa indagar
ma´s en los mecanismos moleculares que desencadenan los cambios observados en el
ciclo celular y granularidad tras el tratamiento. Finalmente, se ha concluido que las
nanopart´ıculas de oro presentan un alto potencial como vector de mole´culas en terapia
ge´nica para tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
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Gold nanoparticles as a gene therapy vector in the
treatment of Amyotrophic Lateral Sclerosis
ABSTRACT
The discovery of mutations in the enzyme superoxide dismutase 1 (SOD1) in patients
with Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) as the cause of the disease has opened the
door to new research with the aim of finding an efficient treatment. The main problem
lies in the targeting of therapies to motor neurons, affected in ALS, so biocompatible
vectors are searched for achive four objectives: efficient drug loading, blood-brain
barrier crossing, cell internalization and drug release. In the present work, it is proposed
to characterize the effects of gold nanoparticles, the viability and cell cycle of motor
neurons to be used as an small interference RNA (siRNA) transport. The objective
sought is a reduction in the expression of the mutated protein by degradation of the
messenger RNA that encodes it in a cell line of motor neurons NSC-34. The results
show a very efficient siRNA binding with the Au-PEI-PEG nanoparticles for all tested
concentrations. Regarding cell viability, an increase in the subcitotoxic dose of 300 %
was obtained after conjugation with the siRNA and a good internalization after 24
hours of treatment. However, it is necessary to investigate more in the molecular
mechanisms that trigger the changes observed in the cell cycle and granularity after
treatment. Finally, it has been concluded that gold nanoparticles have a high potential
as a vector of molecules in gene therapy for the treatment of neurodegenerative
diseases.
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Cap´ıtulo 1
Introduccio´n
1.1. Esclerosis lateral amiotro´fica
Con el aumento de la esperanza de vida, se observa un incremento en el
padecimiento de las enfermedades neurolo´gicas, llegando a representar el 19 % de los
fallecimientos en Espan˜a [1]. Entre estas enfermedades se encuentran la enfermedades
neurodegenerativas progresivas como el Alzheimer, el Parkinson, o la Esclerosis Lateral
Amiotro´fica, esta u´ltima con una esperanza de vida de 2 a 5 an˜os desde su diagno´stico
y una incidencia de 2.08 personas de cada 100.000 en Europa [2]. A pesar del impacto
que tienen estas enfermedades, a d´ıa de hoy no se ha encontrado un tratamiento
eficiente y solo se aplican tratamientos sintoma´ticos. Sin embargo, son muchas las
investigaciones que se centran en descubrir las causas de la enfermedad y en desarrollar
nuevos fa´rmacos con el objetivo de encontrar una cura.
La Esclerosis Lateral Amiotro´fica es una enfermedad neurodegenerativa progresiva
que afecta a las motoneuronas del cerebro y de la me´dula espinal. La degeneracio´n y
muerte de estas ce´lulas impide que las fibras musculares reciban los impulsos del cerebro
causando atrofia muscular, para´lisis, y finalmente, la muerte. Se denomina esclerosis
lateral debido al endurecimiento que se produce en la regio´n lateral de la me´dula
espinal, donde se localizan las ce´lulas nerviosas que se encargan de la sen˜alizacio´n y
control de los mu´sculos [3]. La ELA se clasifica en dos tipos, espora´dica y hereditaria
o familiar. La ELA familiar (ELAf) representa un 10 % de todos los casos y numerosas
investigaciones se centran en el estudio del mal plegamiento la prote´ına antioxidante
supero´xido dismutasa-1 por mutaciones gene´ticas como causa de esta rama de la
enfermedad [4][5]. Sin embargo, estudios revelan que esta enzima tambie´n esta mutada
en un 5 % de afectados con ELA espora´dica (ELAe) que presentan sintomatolog´ıa y
patolog´ıa coincidentes entre los dos tipos de la enfermedad [6] [7].
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1.1.1. Causas
La causa del padecimiento de la ELA es todav´ıa desconocida para la mayor´ıa de los
casos. Sin embargo, algunas de las causas que se investigan son los factores ambientales
(el tabaco, el desequilibrio qu´ımico producido por la exposicio´n a metales o la radiacio´n
electromagne´tica), la dieta alta en grasas y glutamato, la herencia gene´tica y el mal
plegamiento de prote´ınas [8]. Una de las hipo´tesis ma´s aceptadas es el mal plegamiento
de la enzima SOD1 como causa de la ELA. Esta enzima se encarga de la cata´lisis de
supero´xidos a ox´ıgeno y pero´xido de hidro´geno y se encuentra mutada en el 20 % de
las personas con ELA familiar y en el 5 % de las personas con ELA espora´dico [8]. El
mal plegamiento de la prote´ına en la ELAf es debido a una mutacio´n en los genes que
la codifican produciendo una inestabilidad estructural que causa el mal plegamiento de
la enzima y consecuentemente, la formacio´n de agregados. Sin embargo, hay evidencia
de que la forma wild-type SOD1 bajo estre´s celular esta implicada en la ELAe [9] [10].
Esta SOD1 mutante y agregada no pierde su funcio´n antioxidante sino que genera una
funcio´n to´xica celular que conduce a la pe´rdida de motoneuronas en la me´dula espinal
evidenciada en modelos de animales transge´nicos [11] [12].
Por otra parte, estas prote´ınas mal dobladas no solo actu´an como agentes infecciosos
en la ce´lula hue´sped sino que puede ser secretados al medio extracelular y captados
por ce´lulas adyacentes, originando a su vez al mal plegamiento de la SOD1 endo´gena,
es lo que se conoce como mecanismo prio´nico, o prion-like. La figura 1.1 recoge el
esquema de dos mecanismos propuestos para la captacio´n de agregados. Estos pueden
ser liberados de las ce´lulas cuando mueren siendo captadas por macropinocitosis por
otras ce´lulas, pero tambie´n pueden ser excretados al espacio celular como exosomas y
ser captados por ce´lulas vecinas por endocitosis [13] [14] (Figura 1.1).
Por tanto, los agregados de SOD1 en las motoneuronas contribuyen a la muerte
celular dando lugar a la degeneracio´n observada en pacientes con ELA [15]. Sin
embargo, aunque hay algunas hipo´tesis, el mecanismo de accio´n de estos agregados
no es del todo conocido y dificulta el hallazgo de nuevos tratamientos ma´s eficientes.
1.1.2. Tratamientos
La ELA carece de fa´rmacos que detengan o reviertan la pe´rdida de neuronas en
la actualidad y los tratamientos se enfocan en la atencio´n temprana, la prevencio´n
del deterioro prematuro y un mejor afrontamiento del proceso de dependencia [16]. Al
ser una enfermedad progresiva e incurable, especialistas multidisciplinares combinan
tratamientos sintoma´ticos y paliativos con apoyo psicolo´gico y rehabilitacio´n.
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Figura 1.1: Mecanismos de transmisio´n propuesto de los agregados to´xicos en
motoneuronas que contribuyen a la patoge´nesis de la enfermedad [14]
El Riluzol es el u´nico tratamiento farmacolo´gico aprobado por la FDA (Food and
Drug Administration) que tiene un uso beneficioso en la supervivencia de los pacientes
con ELA. Este fa´rmaco atrasa la necesidad de la traqueotomı´a o la dependencia de
ventilacio´n-asistida en los pacientes y puede incrementar la supervivencia de dos a tres
meses con una dosis segura [17]. Sin embargo, los efectos beneficiosos son muy modestos
y el medicamento es caro. Algunos de los tratamientos sintoma´ticos que se utilizan en
la cl´ınica se pueden encontrar en la figura 1.2 [16]. A pesar de la investigacio´n y de
los ensayos cl´ınicos de ma´s de 18 fa´rmacos en los u´ltimos an˜os, no se ha identificado
ningu´n otro tratamiento aparte del Riluzol que pueda aumentar la esperanza de vida
de los pacientes con ELA [18]. Estos fracasos se deben a que no se conoce todav´ıa con
exactitud el mecanismo de la enfermedad y que la esperanza de vida de los pacientes
es corta.
Debido al reciente descubrimiento de la relevancia de los agregados to´xicos de
SOD1 mutada en la enfermedad, las u´ltimas investigaciones se centran en la bu´squeda
de terapias con mole´culas biolo´gicas que neutralicen estos agregados o eviten la
transcripcio´n de la SOD1 mutada. Sin embargo, todav´ıa hay que hacer frente a diversos
retos como el paso de la barrera hematoencefa´lica, la internalizacio´n y la liberacio´n de
las biomole´culas en las ce´lulas diana.
En este sentido, la inmunizacio´n activa mediante infusio´n de prote´ına SOD1 mutada
recombinante a modo de vacunacio´n ha demostrado que estimula el sistema inmune
favoreciendo el desarrollo de anticuerpos que neutralizan la toxicidad de la SOD1
mutada en ratones modelo de ELA. Esto genera un retraso en la aparicio´n de la
enfermedad y un aumento en la supervivencia [19]. Sin embargo existen riesgos
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Figura 1.2: Tratamientos sintoma´ticos para la ELA segu´n sintomatolog´ıa
[16]
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en esta terapia como la reaccio´n no controlada del sistema inmune y la toxicidad
impredecible de la prote´ına recombinante introducida. Ante estos riesgos, se han
desarrollado terapias de inmunizacio´n pasiva a partir de la administracio´n por v´ıa
intracerebroventricular de anticuerpos monoclonales en ratones G93A-SOD1 [20]. Estos
anticuerpos monoclonales son capaces de reconocer solo la prote´ına SOD1 mal plegada
y reducir la toxicidad celular de los agregados hasta un 23 % en la me´dula espinal,
prolongando la vida de los ratones 9 d´ıas. A pesar de los resultados, los anticuerpos
tienen una penetracio´n pobre en el sistema nervioso central cuando se administran en
la periferia.
Otra estrategia de intere´s es la reduccio´n de la expresio´n de la prote´ına a partir
de RNA de interferencia. Los small interference RNA o RNA de interferencia son
pequen˜os RNA (20-25 nucleo´tidos) complementarios a la secuencia del gen diana de
intere´s que promueven la degradacio´n de su RNA mensajero, y por tanto, evitan la
s´ıntesis de la prote´ına. Sin embargo, esta terapia tiene un doble obsta´culo para ser
aplicada en enfermedades neurodegenerativas como la ELA, el siRNA no solo ha de
ser capaz de ser internalizado por la ce´lula diana sino que adema´s debe atravesar
la barrera hematoencefa´lica que protege el sistema nervioso central del acceso de
mole´culas desde la circulacio´n perife´rica, por lo que debe ser inyectado directamente
en el sistema nervioso central o encapsulado en un vector capaz de cruzar esta barrera.
En este sentido, se llevaron a cabo estudios cl´ınicos de fase 1 introduciendo el siRNA
directamente en el sistema nervioso central a trave´s de la me´dula espinal que muestran
la tolerancia al fa´rmaco, sin embargo se concluye con que es necesaria una mayor dosis
de tratamiento y mayor nu´mero de pacientes para poder establecer resultados positivos
[21]. Por otra parte, estudios con ratones han demostrado que es posible el transporte
del SOD1-siRNA encapsulado en un tipo de virus adenoasociado (AAV-2) a la me´dula
espinal mediante inyecciones intramusculares [22]. Sin embargo, aunque este sistema
ha demostrado ser eficaz en la preservacio´n de la fuerza muscular en el rato´n modelo de
ELA plantea dudas por la inmunogenicidad y potencial toxicidad del vector viral. Estos
antecedentes plantean la necesidad de desarrollar nuevos vectores para transportar
las mole´culas terape´uticas, bien anticuerpos, bien siRNAs a las motoneuronas, como
tratamiento para la ELA.
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1.2. Nanopart´ıculas de oro
La nanopart´ıculas (NPs) son part´ıculas que poseen taman˜os entre 1 y 100 nm.
Este taman˜o les da una propiedades f´ısicas y qu´ımicas diferentes a las que posee el
mismo material a escala macrosco´pica. Su elevada relacio´n superficie-volumen y su
taman˜o semejante a mole´culas biolo´gicas les confiere un alto potencial para aplicaciones
biome´dicas.
El uso de nanopart´ıculas de oro (AuNPs) esta´ muy extendido en investigaciones
cient´ıficas debido a su diversidad de aplicaciones por sus propiedades fotote´rmicas,
su variedad de taman˜os y formas y su fa´cil s´ıntesis [23]. Adema´s, son part´ıculas
biocompatibles a las dosis usadas y presentan baja toxicidad al tratarse de un material
qu´ımicamente estable. Una nanopart´ıcula de oro puede ser utilizada como vector gracias
a su elevada a´rea superficial de carga por unidad de volumen y su afinidad para crear
enlaces covalentes y electrosta´ticos con otras mole´culas. La figura 1.3 muestra como se
puede funcionalizar y bioconjugar con diferentes mole´culas, tanto terape´uticas como de
direccionamiento o incluso, mole´culas cuyo objetivo es reducir la toxicidad celular de las
nanopart´ıculas en ensayos in vitro. Por tanto, las AuNPs presentan un extraordinario
potencial como agentes fototerape´uticos con hipertermia o´ptica en el tratamiento del
ca´ncer, as´ı como para la elaboracio´n de nanoestructuras como transporte para la
administracio´n de fa´rmacos dirigida y tambie´n en biosensado.
Figura 1.3: Diferentes aplicaciones de las nanopart´ıculas de oro [24]
1.2.1. Toxicidad y biocompatibilidad de las nanopart´ıculas de
oro
A pesar de que el oro coloidal es un material inerte y estable, existen discrepancias
en las investigaciones sobre su biodistribucio´n y toxicidad en el citoplasma celular.
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Se ha observado que las dosis subcitoto´xicas de las AuNPs var´ıan dependiendo
de la forma y taman˜o as´ı como de los distintos agentes empleados para su
estabilizacio´n y funcionalizacio´n superficial. Taman˜os de 1-2 nm presentan una
toxicidad potencialmente alta debido a una unio´n irreversible a biopol´ımeros que
causan apoptosis celular mientras que taman˜os de 15 nm permiten elevar la
concentracio´n viable entre 60 y 100 veces [25] [26]. Se ha demostrado que las
caracter´ısticas superficiales de las AuNPs influyen en su toxicidad. Las nanoestructuras
catio´nicas presentan mayor toxicidad que las anio´nicas debido a que reaccionan
con la membrana de las ce´lulas al tener e´sta carga negativa. El recubrimiento con
mole´culas como el polietilenglicol (PEG) modifica la carga positiva superficial de
las AuNPs neutraliza´ndola y confirie´ndoles menor toxicidad. Adema´s, favorece el
tiempo de circulacio´n en el plasma antes de ser detectadas por el sistema inmune.
La biodistribucio´n de las AuNPs esta relacionada con el me´todo de administracio´n, el
taman˜o y la dosis. No obstante, nanopart´ıculas de 15 nm han sido encontradas en tejido
de cerebro de rato´n tras 24 horas de la administracio´n intravenosa. Esto evidencia que
pequen˜as AuNPs son capaces de penetrar la barrera hematoencefa´lica [27]. Se cree que
se puede deber a la brecha de 20 nm de separacio´n entre los astrocitos y el endotelio
capilar.
1.2.2. Aplicaciones terape´uticas
Una de la aplicaciones ma´s extendidas de las AuNPs es el transporte de fa´rmacos
y mole´culas terape´uticas. Estas nanoestructuras son capaces de transportar varios
fa´rmacos y mole´culas como prote´ınas, pla´smidos, siRNAs y agentes quimioterape´uticos
por su afinidad de enlace con grupos tiol, amina y disulfuros. Las ventajas que tienen
las AuNPs es que pueden ser un sistema de liberacio´n inteligente, que responda ante
un est´ımulo interno o externo. Un ejemplo de est´ımulo de activacio´n ser´ıa el cambio
del pH al entrar en un tejido diana. Otra forma de liberacio´n interesante viene dada
por su propiedad fotote´rmica, de esta forma con un est´ımulo lumı´nico se puede activar
desde el exterior la liberacio´n de un fa´rmaco segu´n el requerimiento metabo´lico. Una
aplicacio´n que aprovecha esta propiedad es el tratamiento mediante hipertermia o´ptica.
Un haz de luz irradia las nanopart´ıculas que se comienzan a calentar y dan˜an las ce´lulas
o tejidos malignos donde han sido inyectadas. Otras aplicaciones de intere´s son imagen
por rayos x y sensores qu´ımicos y biolo´gicos [28].
La aplicacio´n ma´s novedosa es en terapia ge´nica como transportador de material
gene´tico (pla´smidos, siRNAs etc). El problema que presentan los a´cidos nucleicos es
que tienden a degradarse por las endonucleasas presentes en el medio y que en estado
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libre no son internalizadas por las ce´lulas. Se busca un veh´ıculo que aporte proteccio´n
frente a la degradacio´n, que favorezca la internalizacio´n en las ce´lulas diana y que
pueda liberar el material gene´tico en el nu´cleo celular [29]. Como hemos mencionado
anteriormente, como alternativa se ha utilizado virus, los cuales pese a su elevada
eficiencia presentan problema de citotoxicidad e inmunogenicidad. Otras alternativas
han sido el uso de liposomas o dendr´ımeros con una eficacia menor debido a la barreras
a que se enfrentan entre el lugar de administracio´n y su localizacio´n en el nu´cleo de la
ce´lula [30] [23].
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Cap´ıtulo 2
Motivacio´n y objetivos
La Esclerosis Lateral Amiotro´fica es una enfermedad rara que cursa con
degeneracio´n de las motoneuronas con una progresio´n ra´pida y una incidencia de
2,08 personas de cada 100.000 al an˜o en Europa [2]. A pesar de las investigaciones
que se esta´n llevando a cabo, no se ha encontrado todav´ıa un me´todo de diagnosis
y tratamiento efectivo. La motivacio´n de este trabajo es el estudio y la aplicacio´n
de una te´cnica innovadora que incorpora la ingenier´ıa y la nanotecnolog´ıa con el
objetivo de encontrar un tratamiento efectivo para esta enfermedad neurodegenerativa.
El objetivo principal es la s´ıntesis y funcionalizacio´n de nanopart´ıculas como vector
para terapia en ELA y la aplicacio´n de la te´cnica en modelos in vitro. Se proponen
nanopart´ıculas de oro recubiertas con PEI y PEG (Au-PEI-PEG) funcionalizadas con
ARN de interferencia espec´ıfico de la SOD1 (siRNA-SOD1), induciendo la degradacio´n
del mRNA de la SOD1 y por lo tanto reduciendo la traduccio´n a la prote´ına. Para
valorar la eficiencia de la te´cnica se evaluara´ en l´ıneas celulares neuronales y se llevara´
a cabo un estudio completo de la influencia de las nanopart´ıculas en este tipo de ce´lulas.
Adema´s del objetivo principal, tambie´n se establecen como objetivos personales:
el aprendizaje y desarrollo en el campo de la nanotecnolog´ıa, el manejo de la
instrumentacio´n en un laboratorio de investigacio´n, la optimizacio´n del proceso de
s´ıntesis y funcionalizacio´n y finalmente, el estudio y la aplicacio´n de la te´cnica en el
campo de la biolog´ıa y la medicina.
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Cap´ıtulo 3
Fundamentacio´n teo´rica
Se van a sintetizar nanopart´ıculas de oro esfe´ricas y macizas como vector de
transporte de siRNA. Se estima un taman˜o o´ptimo de unos 10 nm para que sean
potencialmente capaces de cruzar la barrera hematoencefa´lica y mantener una alta
relacio´n superficie-volumen. Por otra parte, se quiere mantener el mayor taman˜o
posible para evitar una disminucio´n en la dosis viable producida por la toxicidad que
presentan las nanopart´ıculas inferiores a los 3 nm. Para la s´ıntesis se lleva a cabo el
me´todo reduccio´n-oxidacio´n por su simplicidad y porque es un me´todo que no involucra
reactivos que puedan dan˜ar a las motoneuronas. Las nanopart´ıculas sera´n sintetizadas
con polietilenimina (PEI), que actu´a como agente reductor y adema´s aumenta la
hidrofobicidad de la nanopart´ıcula aumentando la internalizacio´n celular y la eficacia de
la transfeccio´n en terapias ge´nicas ya que el PEI al entrar al endosoma celular se protona
y rompe dicho exosoma liberando su contenido al citosol [31]. Adema´s, sera´n recubiertas
con PEG para cumplir tres objetivos principales; neutralizar la carga superficial de las
Au-PEI para disminuir la toxicidad, incrementar el tiempo de residencia en el organismo
y potenciar la unio´n en la bioconjugacio´n.
Para la conjugacio´n con biomole´culas se van a seguir la estrategia de
funcionalizacio´n con siRNA-SOD1 (representada en la figura 3.1) como terapia ge´nica
para la ELA. Este fragmento de ARN tiene una longitud de 22 pares de bases y es una
secuencia del mRNA que codifica la prote´ına SOD1, por tanto al reconocer la secuencia
complementaria en el mRNA del gen SOD1 se une a e´l formando una RNA de doble
cadena que es reconocido por un complejo denominado RISC (RNA-induced silencing
complex ), que degradara´ esta hebra y actuara´ como inhibidor de la expresio´n de este
gen. La degradacio´n del mRNA impide, por lo tanto, que se sintetice la prote´ına SOD1
y la formacio´n de los agregados to´xicos. Se han observado algunos efectos secundarios
derivados del silenciamiento de la prote´ına SOD1, con funcio´n antioxidante en modelos
de rato´n sanos [32]. Sin embargo, en ratones transge´nicos que portan la mutacio´n de
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este gen, la reduccio´n de la expresio´n de la SOD1 retrasa la aparicio´n de s´ıntomas en
ma´s de un 100 % y extienden la supervivencia un 80 % [33].
Figura 3.1: Esquema de las nanopart´ıculas Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1. El nu´cleo
es de oro y esta´ recubierta por una capa de PEG. En la superficie se conjugan
electrosta´ticamente siRNA-SOD1
A pesar de las numerosas investigaciones de las nanopart´ıculas en terapias de ca´ncer,
no se han llevado a cabo investigaciones de nanopart´ıculas de oro en motoneuronas. Por
lo tanto, se precisa de un estudio completo del efecto de estas part´ıculas en el interior
de estas ce´lulas. Se estudiara´ la toxicidad y co´mo pueden afectar a las distintas fases del
ciclo celular. Para saber si se han cumplido los objetivos de internalizacio´n y liberacio´n
de la mole´cula terapeu´tica tambie´n se llevaran a cabo pruebas de microscopia confocal.
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Cap´ıtulo 4
Metodolog´ıa y resultados
4.1. S´ıntesis y caracterizacio´n de las nanopart´ıculas
Para la s´ıntesis de nanopart´ıculas de oro recubiertas con polietilenimina (Au-PEI)
se prepara una disolucio´n de a´cido cloroau´rico HAuCl4 (520918, Sigma-Aldrich) de
pureza 99 % a una concentracio´n de 50 mg/ml y una disolucio´n de PEI (408727,
Sigma-Aldrich) 25 kDa a 0,5 nM. Se mezclan 19 ml de la disolucio´n de HAuCl4 con
1 ml de la disolucio´n de PEI. Se calienta la mezcla hasta llegar a ebullicio´n y de deja
15 minutos observando el cambio de color a un tono rosa (Figura 4.1) (Anexo A.1).
Puesto que las nanopart´ıculas sintetizadas son muy pequen˜as (en torno a los 9 nm)
no es posible el lavado por centrifugacio´n por lo que se dializa con filtros de 55 kDa
durante 48 horas con el objetivo de eliminar los restos de PEI que no han reaccionado.
Una vez finalizado el periodo de la dia´lisis se procede a concentrarlas con el rotavapor y
a medir la concentracio´n por diferencia de pesada. Esta medida se realiza por triplicado
en pocillos desechables, debido a la capacidad de rehidratacio´n de estas part´ıculas.
Las nanopart´ıculas Au-PEI son recubiertas con polietilenglicol. Para el
recubrimiento con PEG se utiliza uno comercial, α-Mercapto-ω-carboxy-PEG (712515,
Sigma-Aldrich), en relacio´n peso/peso 1:1. El PEG se an˜ade gota a gota a una
disolucio´n de nanopart´ıculas de concentracio´n 2 mg/ml bajo agitacio´n y se deja
reaccionar durante 4h a temperatura ambiente. Para quitar el exceso de PEG que
no ha reaccionado se dializa en filtros de 14 kDa durante 48 horas (Anexo A.2). El
Figura 4.1: Nanopart´ıculas Au-PEI tras dia´lisis.
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taman˜o de las nanopart´ıculas es caracterizado mediante Microscop´ıa de Transmisio´n
Electro´nica (TEM) y mediante el Dinamic Light Scattering (DLS) o espectroscop´ıa de
correlacio´n de fotones. Los resultados del TEM muestran nanopart´ıculas esfe´ricas muy
regulares en forma y taman˜o con unos valores de dia´metro mı´nimo de Feret de 9,3 ±
1,8 nm para las Au-PEI y de 13,5 ± 1 nm para las Au-PEI-PEG (Figura 4.2).
Figura 4.2: Caracterizacio´n del taman˜o de las nanopart´ıculas Au-PEI y Au-PEI-PEG.
(A) Ima´genes del TEM que representan la estructura morfolo´gica de las Au-PEI
(Izquierda) y Au-PEI-PEG (Derecha). (B) Histogramas de distribucio´n de taman˜os
La espectroscop´ıa de correlacio´n de fotones nos proporciona informacio´n de la carga
superficial de las part´ıculas en un l´ıquido. Las Au-PEI tiene un carga de 35 ± 1,2 mV
mientras que cuando esta´n cubierta por PEG, la carga se reduce a 29 ± 0,7 mV.
Esta carga positiva es producida por el recubrimiento con PEI para lograr una mejor
capacidad de transfeccio´n de siRNA (cargado negativamente). Por contraposicio´n, las
cargas catio´nicas tambie´n aumentan la toxicidad al reaccionar con las membranas de
las ce´lulas. El PEG, por tanto, ha cumplido el objetivo el reducir la carga catio´nica de
las Au-PEI.
La resonancia de plasmo´n de superficie es una propiedad que presentan algunos
materiales meta´licos muy pequen˜os y por la cual pueden interactuar con la radiacio´n
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electromagne´tica para amplificar feno´menos o´pticos. Esta propiedad se observa a trave´s
de espectrofotometr´ıa ultravioleta (UV). La figura 4.3 muestra un pico ma´ximo a 525
nm para las Au-PEI que nos indican la forma y taman˜o de nuestras part´ıculas. El pico
de desplaza hasta 536 nm cuando son recubiertas con PEG debido a su incremento de
dia´metro y al cambio en las propiedades diele´ctricas del medio tras el recubrimiento.
Figura 4.3: Espectro de absorcio´n en el UV-VIS para las Au-PEI (rojo) y las
Au-PEI-PEG (verde)
4.2. Conjugacio´n de nanopart´ıculas con siRNA
Los experimentos se han llevado a cabo con RNA de interferencia de la prote´ına
SOD1 comercial (AM16706 SilencerTM Pre-Designed siRNA. ThermoFisher).
Con el objetivo de medir la eficiencia de la unio´n y establecer la capacidad ma´xima
de unio´n de siRNA en la nanopart´ıcula, se lleva a cabo un ensayo de retencio´n en gel de
agarosa. Esta te´cnica se basa en la deposicio´n de las mole´culas en la matriz de agarosa
y en la aplicacio´n de una corriente ele´ctrica entre los dos extremos del gel. Esto origina
una diferencia de potencial que hace migrar los a´cidos nucle´icos sin conjugar (cargados
negativamente) del a´nodo al ca´todo. En el caso de los a´cidos nucleicos unidos a la
nanopart´ıcula, quedara´n sin embargo retenidos en el pocillo sin migrar. Finalmente,
estos a´cidos nucle´icos se tin˜en con un intercalante de RNA (GelGreen R© Nucleic Acid
Gel Stain), que permite su visualizacio´n bajo radiacio´n ultravioleta.
Se preparan diferentes ratios de siRNA-SOD1/NPs para observar cual es la
concentracio´n a la que se produce una unio´n electrosta´tica ma´s eficiente. La cantidad de
RNA se mantiene constante (1 µg) mientras que la de nanopart´ıculas var´ıa en los ratios
peso/peso 1:1, 1:1,25, 1:2,5, 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 y 1:50. Se lleva a un volumen
final de 25 µl. Los complejos son incubados durante 1 hora a temperatura ambiente
donde se produce una unio´n electrosta´tica por la diferencia de las cargas (Anexo B). Se
prepara un gel de agarosa al 3 % y se aplica una corriente de 60 V de intensidad durante
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2 horas. La figura 4.4 recoge los resultados de los ratios ma´s altos de siRNA. Todas las
uniones son eficientes puesto que no se observa rastro de que el siRNA no conjugado
haya migrado al electrodo positivo en los pocillos en los que hay nanopart´ıculas. Se
observa que el u´nico caso que presenta migracio´n es el pocillo que contiene siRNA sin
nanopart´ıculas.
Figura 4.4: Electrofo´resis con gel de agarosa para diferentes ratios peso/peso de
siRNA/Au-PEI-PEG. Imagen invertida para mejor visualizacio´n
4.3. Efecto de las nanopart´ıculas sobre la l´ınea
celular de motoneurona
Los experimentos en el modelo de motoneurona de rato´n se han evaluado utilizando
la l´ınea celular NSC-34 proporcionada por la Universidad de Oxford ya que es la
u´nica l´ınea celular modelo de motoneurona. Es una l´ınea h´ıbrida entre ce´lulas de
neuroblastoma de rato´n y motoneuronas de me´dula espinal. En la figura 4.5 se pueden
observar las dos subpoblaciones con taman˜os y morfolog´ıas diferentes.
El medio de cultivo ha sido Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) con
concentracio´n alta glucosa (4,5 g/l), 20 % de suero fetal bovino y 1 % antibio´ticos
(penicilina/estreptomicina). Todas las placas de cultivo han sido recubiertas
previamente con una disolucio´n de cola´geno A (Biochrom, cata´logo nu´mero: L 7220)
y lavadas con tampo´n fosfato salino (PBS) para eliminar el exceso. El cola´geno es una
matriz que mejora la supervivencia de la l´ınea celular ayudando con la adherencia y la
expansio´n y reduciendo la muerte celular.
4.3.1. Citotoxicidad
Se han realizado dos experimentos de citotoxicidad, uno con nanopart´ıculas
Au-PEI-PEG y otro con Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1 con el objetivo de conocer
16
Figura 4.5: L´ınea celular de la NSC-34. Se observan dos tipos de ce´lulas con morfolog´ıas
distintas; unas ma´s redondas y otras poligonales
la influencia de la conjugacio´n con el siRNA-SOD1 en la toxicidad celular. Para
cada experimento, se siembran 15.000 ce´lulas por pocillo en placas de 96 pocillos.
Se evalu´an diferentes concentraciones de nanopart´ıculas para estimar la dosis
subcitoto´xica tolerada por la l´ınea celular y utilizarla en posteriores experimentos.
Estas concentraciones son de 0,005 µg/µl, 0,01 µg/µl, 0,05 µg/µl, 0,2 µg/µl y 0,4
µg/µl en un volumen final de 100 µl por pocillo. Adema´s, se establecen dos grupos de
control para las Au-PEI-PEG (ce´lulas sin nanopart´ıculas y medio de cultivo sin ce´lulas).
Para el experimento de toxicidad de las Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1 se mantiene la
concentracio´n de nanopart´ıculas Au-PEI del experimento anterior pero se conjugan
con siRNA a concentracio´n 5 nM, 10 nM, 50 nM, 200 nM y 400 nM respectivamente
para mantener el ratio siRNA/NPs. En este caso se establece cuatro grupos de control;
so´lo siRNA en concentracio´n 10 nM y 400 nM, so´lo ce´lulas y so´lo medio de cultivo. Se
realizaron 6 re´plicas experimentales de cada condicio´n.
Antes de an˜adir las nanopart´ıculas, la placa se incuba durante 24 horas a unas
condiciones de 37oC y 5 % CO2 para favorecer la adherencia celular. Una vez cambiado
el medio de cultivo por el medio con las nanopart´ıculas se incuban durante 24 horas a
las mismas condiciones para que se produzca la internalizacio´n. Trascurrido el per´ıodo
de incubacio´n se evalu´a la viabilidad celular mediante el ensayo colorime´trico con
el reactivo Resazurina (ver figura 4.6). El principio del reactivo es la reduccio´n de
resazurina en las mitocondrias de las ce´lulas. Cuando la resazurina (de color azul)
entra en las ce´lulas vivas se reduce a resorufina que produce un compuesto de color
rosa y fluorescente. La resazurina se an˜ade a las ce´lulas a una concentracio´n de 0,1
mM y se deja incubar durante 6 horas para observar cambio de color. Este color es
cuantificado mediante fluorescencia con filtro de excitacio´n de 530 nm y emisio´n en 590
nm utilizando el espectrofluor´ımetro Synergy4 (BioTek Instruments, VT, EE.UU). La
viabilidad celular se calcula respecto a la ce´lulas sin tratar del grupo control mediante
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la fo´rmula: % viabilidad = (Fluorescencia muestra/Fluorescencia control) x 100.
Figura 4.6: Evaluacio´n de la toxicidad por ensayo colorime´trico de Resazurina
en nanopart´ıculas Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1. De izquierda a derecha:
Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1 5 nM, 10 nM, 50 nM, 200 nM, 400 nM. Controles:
ce´lulas con siRNA 10 nM, ce´lulas con siRNA-SOD1 400 nM, ce´lulas sin tratar, medio
de cultivo
Figura 4.7: Resultados de citotoxicidad para las Au-PEI-PEG y
Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1.(A) Supervivencia celular para ambos tipos de NPs.
(B) Representacio´n de la muerte celular tras administracio´n de diferentes
dosis de Au-PEI-PEG. Dosis subcitoto´xica: 0,012 µg/µl. (C) Mismo para
Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1. Dosis subcitoto´xica: 0,035 µg/µl
La figura 4.7 (A) muestra los resultados de viabilidad celular obtenidos a partir
del lector de placas de fluorescencia. Se produce una dra´stica ca´ıda de la viabilidad
en ma´s de un 50 % en una concentracio´n de 0,05 µg/µl y la muerte celular es
total para valores superiores a 0,2 µg/µl en ambas nanopart´ıculas (Au-PEI-PEG y
Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1). Se observa que el siRNA no es to´xico para las ce´lulas
y que adema´s es protector puesto que cuando e´ste recubre las nanopart´ıculas la
viabilidad es superior. La dosis ma´xima viable (o dosis subcitoto´xica) que se usara´
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en los posteriores experimentos viene definida como la dosis para la cual existe una
supervivencia del 70 % en la poblacio´n celular de acuerdo con la norma ISO 10993-5.
Esta dosis se obtiene por interpolacio´n en la gra´fica que representa el porcentaje de
muerte celular en funcio´n de la concentracio´n de nanopart´ıculas an˜adidas (figura 4.7 (B)
y (C)) Los resultados muestran que la nanopart´ıculas Au-PEI-PEG tienen una dosis
subcitoto´xica 0,012 µg/µl. Por otro lado las mismas nanopart´ıculas recubiertas con
siRNA-SOD1 tiene una dosis subcitoto´xica de 0,035 µg/µl, aproximadamente 3 veces
superior. Por lo tanto, esta u´ltima es la dosis seleccionada para evaluar los efectos de
las nanopart´ıculas en los experimentos in vitro de granularidad, fases del ciclo celular
e internalizacio´n en motoneuronas.
4.3.2. Regulacio´n de la complejidad celular tras tratamiento
con Au-PEI-PEG-siRNA NPs
La Citometr´ıa de Flujo (CMF) es una te´cnica de ana´lisis celular por la que se
obtienen diferentes para´metros de su interior. Esta te´cnica se basa en hacer pasar una
suspensio´n de ce´lulas alineadas de una en una por delante de un haz de la´ser focalizado.
Las sen˜ales producidas tras el impacto son recogidas por detectores y convertidas para
visualizar los para´metros deseados. Se va a utilizar Citometr´ıa de Flujo para evaluar
la variacio´n en la complejidad de la ce´lula (o tambie´n llamada granularidad) y el ciclo
celular (este u´ltimo para´metro de estudiara´ ma´s adelante en la seccio´n 4.4.3.) tras el
tratamiento con las nanopart´ıculas recubiertas con siRNA-SOD1.
La complejidad interna nos proporciona informacio´n de co´mo se encuentran las
estructuras y organelas celulares, la membrana citoplasma´tica y la rugosidad de
la superficie celular tras haber sido tratadas con las nanopart´ıculas. Para ello,
se siembran 100.000 ce´lulas por pocillo en dos placas de seis pocillos cada una.
Cuando la adherencia se ha producido (a las 12 h) se cambia el medio de cultivo
de 6 de los pocillos por medio de cultivo con una concentracio´n de 0,035 µg/µl
de Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1, dosis subcitoto´xica calculada anteriormente (esquema
en la figura 4.8). Se decide funcionalizar las nanopart´ıculas Au-PEI-PEG con 50
nM de siRNA para los experimentos de citometr´ıa, lo que representa una dosis 10
veces superior a la utilizada en experimentos con otros agentes de transfeccio´n como
Lipofectamina. Tras 24 horas las ce´lulas son despegadas meca´nicamente de las placas y
suspendidas en medio de cultivo. Posteriormente se realiza un marcaje con Ioduro
de Propidio, agente fluorescente intercalante del DNA, que so´lo puede acceder al
nu´cleo celular en ce´lulas muertas o con permeabilidad de membrana comprometidas.
De esta forma, mediante la lectura por el cito´metro de la fluorescencia emitida por
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cada ce´lula se puede determinar su viabilidad y excluir de los ana´lisis las ce´lulas
muertas. La figura 4.9 (A) recoge los datos de taman˜o (FS) y granularidad (SS) de las
Figura 4.8: Esquema del cultivo celular para medir la granularidad
motoneuronas antes y despue´s del tratamiento con las nanopart´ıculas funcionalizadas
con siRNA-SOD1. Como cab´ıa esperar se observan dos subpoblaciones con diferentes
valores de granularidad posiblemente debido a las diferentes caracter´ısticas que
presentan las ce´lulas que componen la l´ınea celular recogidas en la figura 4.5. Adema´s,
se obtiene un mayor nu´mero de ce´lulas muertas en la poblacio´n que ha sido tratada.
Sin embargo el resultado que ma´s sorprende es el cambio de granularidad de la
subpoblacio´n 1 tras tratamiento mientras que la subpoblacio´n 2 no parece estar afectada
por la internalizacio´n de las nanopart´ıculas. Este resultado puede deberse a una mayor
internalizacio´n de las Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1 por la subpoblacio´n 1 o a una mayor
sensibilidad de esta subpoblacio´n.
4.3.3. Regulacio´n del ciclo celular en las motoneuronas tras
tratamiento con Au-PEI-PEG-siRNA NPs
El ana´lisis de proliferacio´n celular se lleva a cabo a partir de la cuantificacio´n
de DNA. Esta cuantificacio´n se va a obtener por dos te´cnicas; Citometr´ıa de flujo
y reaccio´n en cadena de la polimerasa (PCR).
Citometr´ıa de flujo Las fases del ciclo en las que se encuentran las ce´lulas tambie´n
se pueden determinar por CMF cuantificando la cantidad de DNA presente en el nu´cleo
celular, que es diferente en cada fase. En la fase G0/G1 la ce´lula esta´ en reposo y la
cantidad de DNA presente en un tipo celular depende de su dotacio´n cromoso´mica.
Posteriormente, en la fase S o de s´ıntesis, la ce´lula replica su dotacio´n cromoso´mica,
de forma que en la siguiente fase (fase G2/M o de mitosis), se visualizara´ el doble
de DNA que en la fase G0/G1. Estas diferencias en la cantidad de DNA pueden
observarse mediante el uso de compuestos fluorescentes como el Ioduro de Propidio
que se intercalan en el DNA y pueden ser detectados por el cito´metro de flujo. As´ı,
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Figura 4.9: (A) Representacio´n del taman˜o frente a la granularidad. A la izquierda
ce´lulas no tratadas y a la derecha ce´lulas tratadas con nanopart´ıculas. (B)
Cuantificacio´n de la granularidad tras el tratamiento con nanopart´ıculas en cada
subpoblacio´n celular
una ce´lula en fase G2/M emitira´ el doble de fluorescencia que una en G0/G1 [34]. Para
aplicar esta metodolog´ıa en el ana´lisis de las fases del ciclo celular tras el tratamiento
con nanopart´ıculas Au-PEI-PEG-SOD1, se trataron 6 pocillos que conten´ıan 100.000
ce´lulas NSC-34/pocillo con 0,035 µg/µl de Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1. Tras 24 horas
las ce´lulas se despegaron de la placa de cultivo por medios meca´nicos (cell scrapers) y
se fijaron y permeabilizaron mediante inmersio´n en etanol a 4 grados durante al menos
48 horas. Como control se utilizaron 6 pocillos que se procesaron de la misma forma,
pero a los que no se trato´ con nanopart´ıculas. Tras la fijacio´n/permeabilizacio´n las
ce´lulas se incubaron con una solucio´n de Ioduro de Propidio durante 15 minutos y se
lavaron 2 veces con PBS 1X. Finalmente se analizaron en el equipo FACSARIA BD
utilizando el canal FL3 para medir la fluorescencia emitida por el Ioduro de Propidio.
Los resultados muestran:
En las ce´lulas no tratadas dos picos de fluorescencia (marcados en rojo), uno
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Figura 4.10: Resultados de experimento de fluorescencia mediante Citometr´ıa de Flujo
aproximadamente del doble de intensidad que el otro, corresponden a las ce´lulas en
fase G0/G1 y G2/M respectivamente (ver figura 4.10 superior). En estas ce´lulas no
observamos diferencias en el contenido de DNA entre las dos subpoblaciones de las que
esta´ compuesta nuestra l´ınea celular.
En las ce´lulas tratadas con nanopart´ıculas Au-PEI-PEG-SOD1 sin embargo, vemos
claramente como tras los picos descritos en las ce´lulas control (en rojo), aparecen dos
picos desplazados a la derecha de e´stos (en amarillo), y por lo tanto sen˜alando ce´lulas
que contienen mayor cantidad de DNA tanto en fase G0/G1 como en fase G2/M.
Interpretamos estos segundos picos como una diferente respuesta al tratamiento con
las nanopart´ıculas por parte de las dos subpoblaciones (una marcada en rojo y otra en
amarillo, en la gra´fica inferior de la figura 4.10). Tras el tratamiento, la subpoblacio´n
marcada en amarillo aumenta su proliferacio´n, por lo que observamos que el ratio entre
la altura del pico G2/M y el pico G0/G1 es mayor que en la subpoblacio´n sen˜alada en
rojo. Por el contrario, cuando no hay tratamiento con nanopart´ıculas, esta subpoblacio´n
permanece mayoritariamente en fase G0/G1 por lo que su sen˜al se ve enmascarada con
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la de la subpoblacio´n marcada en rojo.
Ana´lisis mediante PCR en tiempo real Para la progresio´n del ciclo celular a
trave´s de las distintas fases mencionadas en el apartado anterior, es necesaria la accio´n
de una serie de prote´ınas que contribuyen al desempaquetamiento de la cromatina,
actividad de la DNA polimerasa y la replicacio´n del DNA. Aunque estas prote´ınas no
son espec´ıficas de una fase concreta del ciclo, los niveles de expresio´n de estas prote´ınas,
y los RNA mensajeros que las codifican, nos pueden indicar variaciones en la progresio´n
de ciclo celular. Para cuantificar estos mRNA de cada gen, se ha utilizado la te´cnica de
PCR en tiempo real, que permite determinar el nu´mero de copias de mRNA de un gen
mediante la unio´n de una sonda fluorescente espec´ıfica de la secuencia de ese mRNA.
Como indicadores de la progresio´n del ciclo celular hemos elegido los genes Ccnd1
(abundantes en la fase G1) y Cdkn1a y Pcna1 (expresados especialmente en la fase
S) [35]. En este experimento sembramos 75.000 ce´lulas por pocillo en una placa de 24
pocillos y dejamos que se adhirieran durante 24h. Posteriormente tratamos las ce´lulas
con Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1 a la dosis subcitoto´xica calculada anteriormente (0,035
µg/µl) conjuga´ndolas con distintas concentraciones de siRNA-SOD1 (ver figura 4.11).
Como controles se utilizaron ce´lulas no tratadas con nanopart´ıculas y tratadas con
nanopart´ıculas sin siRNA tanto a dosis 0,012 µg/µl (calculada como dosis subcitoto´xica
en nanopart´ıculas sin conjugar con el siRNA) como a 0,035 µg/µl (calculada como
dosis subcitoto´xica en nanopart´ıculas conjugadas con el siRNA-SOD1). Se utilizaron 3
pocillos para probar cada condicio´n. 48h tras el tratamiento las ce´lulas fueron lisadas
con Trizol y procesadas para obtener el mRNA y cuantificar su expresio´n como se
indica en el Anexo C. Los resultados se han representado en la gra´fica de la figura
Figura 4.11: Esquema de la placa de cultivo para el experimento de PCR. Tres grupos
de control y cinco concentraciones de nanopart´ıculas Au-PEI-PEG-siRNA
4.12 y muestran los niveles de expresio´n de mRNA de cada gen en las condiciones
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especificadas, tomando como referencia los niveles en el grupo sin tratar. Se observa
que en todos los genes existe una reduccio´n de su expresio´n en el grupo tratado con
nanopart´ıculas sin conjugar a ambas dosis, respecto a las no tratadas. Adema´s, en
los grupos tratados con nanopart´ıculas conjugadas con siRNA-SOD1 esta reduccio´n
se mantiene, independientemente de la concentracio´n a la que se haya conjugado el
siRNA-SOD1 y la nanopart´ıcula Au-PEI-PEG. Con estos resultados concluimos que
a pesar de haber utilizados dosis subcitoto´xicas para el tratamiento (a las que hemos
observado una muerte celular menor o igual al 30 % de la poblacio´n en el experimento
del apartado 4.3.1), a las dosis tratadas y en las concentraciones de siRNA-SOD1
utilizadas para la conjugacio´n con las nanopart´ıculas, e´stas modifican la expresio´n de
los genes involucrados en la regulacio´n de ciclo celular en este modelo celular NSC-34 de
motoneurona. Por lo tanto, se ha de seguir trabajando para optimizar las condiciones
de concentracio´n de nanopart´ıculas y siRNA-SOD1 que adema´s de tener una toxicidad
baja, modifiquen lo menos posible su ciclo celular.
Figura 4.12: Niveles de expresio´n ge´nica para los genes pcna1, ccnd1 y cdkn1a
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4.3.4. Visualizacio´n de la internalizacio´n de las
Au-PEI-PEG-siRNA mediante microscop´ıa confocal
No es posible la visualizacio´n de nuestras nanopart´ıculas por reflexio´n al tener un
taman˜o inferior a la resolucio´n del microscopio, por lo que se decide conjugarlas con un
siRNA unido a un fluoro´foro comercial, cianina 5 (Cy5), que emite fluorescencia en una
longitud de onda en el espectro rojo lejano, con un ma´ximo de 666nm (MISSION R©
siRNA Fluorescent Universal Negative Control #2, Cyanine 5 Sigma).
Para el experimento de internalizacio´n se siembra una placa de 8 pocillos con
las ce´lulas NSC-34 y se dejan proliferar durante 48h hasta que la confluencia es del
70 %. En este caso, debido a la poca adherencia de las ce´lulas a la placa y la larga
manipulacio´n necesaria, se utilizan placas especiales ibidi (nu´mero de catalogo: 80826,
Ibidi), con una superficie de cultivo pequen˜a y un fondo del pocillo que permite su
visualizacio´n directa en un microscopio confocal. Se an˜ade a cada pocillo la misma
dosis de Au-PEI-PEG-siRNA-Cy5 a concentracio´n subcitoto´xica y cada pocillo se
incuba durante 24h, 12h, 8h, 4h, 2h, 1h, 30’ y 0, respectivamente. Las ce´lulas se
fijan con paraformaldeh´ıdo al 4 % durante 20 minutos a temperatura ambiente y se
permeabilizan con saponina. La tincio´n de citoplasma se lleva a cabo con faloidina y
la de los nu´cleos con el Hoechst 33342. Finalmente se preparan en medio de montaje
(protocolo en Anexo D).
Los resultados recogidos en la figura 4.13 muestran que a partir de las 4h las
nanopart´ıculas quedan acumuladas en la superficie de la neurona, pero es a las 24h
cuando la sen˜al intracitoplasma´tica es mayor. Se observan muchas nanopart´ıculas
pegadas en la membrana celular por lo que se valora aumentar el tiempo de incubacio´n
hasta 36-48 horas en futuros experimentos para favorecer su entrada en el interior
celular. Por otra parte, en tiempos inferiores a 8 horas la aparicio´n de nanopart´ıculas
desciende significativamente y en tiempos inferiores a 1 hora no se ha encontrado
ninguna.
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Figura 4.13: Internalizacio´n y localizacio´n de las nanopart´ıculas
Au-PEI-PEG-siRNA-Cy5 en motoneuronas mediante microscop´ıa confocal a diferentes
tiempos. En verde filamentos de actina ten˜idos con faloidina, en azul, el nu´cleo celular
ten˜ido con Hoechst 33342 y en rojo nanopart´ıculas
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Cap´ıtulo 5
Conclusiones
− Se ha conseguido la s´ıntesis de nanopart´ıculas muy homoge´neas en forma y
taman˜o que cumplen con los requisitos o´ptimos con valores de 9,3 ± 1,8 nm para
las Au-PEI y de 13,5 ± 1 nm para las Au-PEI-PEG Adema´s, se ha conseguido
una reduccio´n de la carga positiva tras el recubrimiento con PEG.
− Se ha comprobado la capacidad de carga y unio´n de las Au-PEI-PEG al mostrar
una eficiencia de unio´n del 100 % para todas las concentraciones de siRNA
evaluadas. Por tanto, se concluye que son viables como vector de carga de
mole´culas en terapia ge´nica.
− Los ensayos in vitro en motoneuronas revelan una reduccio´n de la toxicidad del
300 % tras la conjugacio´n de las nanopart´ıculas con siRNA-SOD1. Sin embargo,
la influencia en el ciclo celular y la granularidad requiere de ma´s estudios para
establecer conclusiones.
− Finalmente, se ha demostrado por microscop´ıa confocal la internalizacio´n de
las nanopart´ıculas en tiempo superiores a 8 horas produciendose la mayor
internalizacio´n a las 24 horas.
− Las nanopart´ıculas de oro pueden tener una aplicacio´n potencial como vectores
de siRNA para reducir la transcripcio´n de la SOD1 para el tratamiento de la
Esclerosis Lateral Amiotro´fica.
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Cap´ıtulo 6
Futuras l´ıneas de investigacio´n
− A la vista de los resultados obtenidos del ana´lisis de la influencia de las
nanopart´ıculas Au-PEI-PEG-siRNA-SOD1 sobre las motoneuronas se valora en
intere´s de indagar ma´s sobre los efectos de las part´ıculas en esta poblacio´n celular,
las v´ıas de internalizacio´n y los mecanismos moleculares que desencadenan los
cambios en el ciclo celular observados.
− Adema´s, se seguira´ investigando para optimizar la dosis de nanopart´ıculas y el
ratio de conjugacio´n con el siRNA de la SOD1 para que adema´s de ser una
dosis subcitoto´xica, no modifique el ciclo celular de estas ce´lulas, y mantenga la
actividad del siRNA eliminando la transcripcio´n del gen de la SOD1.
− Finalmente, como paso previo a su aplicacio´n en el modelo animal de
ELA SOD1-G93A se plantea la estrategia de conjugar las nanopart´ıculas
funcionalizadas con un ligando espec´ıfico con tropismo por las motoneuronas.
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Anexos A
Protocolos de s´ıntesis de
nanopart´ıculas
A.1. Nanopart´ıculas Au-PEI
Reactivos
− HAuCl4 99 % pureza (Ref:520918-1G, Sigma-Aldrich)
− Polietilenimina (PEI) (Ref:408727, Sigma-Aldrich)
Procedimiento
1. Se preparan 95 ml de HAuCl4 50mg/l: Mezclar 475 µl de HAuCl4 de concentracio´n
10 mg/ml (previamente preparado) con 94,525 ml de agua milli-Q.(*)
Para la preparacio´n de la disolucio´n de HAuCl4 10 mg/ml se pesan 10 mg en la
balanza de precisio´n y se diluyen en 1 ml de agua milli-Q.
2. Se an˜aden 5 ml de PEI 0,5 mM. Hecho a partir de disolucio´n 5 mM. Para preparar
la disolucio´n de 5mM se pesa 125 mg de PEI y se disuelven en 1 ml de agua
milli-Q.
3. Se pone a calentar en una placa hasta alcanzar ebullicio´n con agitacio´n vigorosa
(600-800 rpm).
4. Se dejar reaccio´n en ebullicio´n durante 15 minutos o hasta observar cambio de
color.
5. Una vez se haya enfriado, se cuantifica la absorbancia en el UV en para confirmar
que se asemeja al taman˜o que buscamos, el pico debe aparecer sobre los 522 nm.
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6. Lavado por dia´lisis durante 48 horas con filtros 50 kDalton para eliminar los restos
que no han reaccionado. Se cambia el agua dos veces al d´ıa (agua destilada) y se
pone en agitacio´n.
*Los residuos se tiran en la garrafa de disoluciones acuosas con metales.
(*) Todas las reacciones y el almacenamiento de las nanopart´ıculas se lleva a cabo en
recipientes de cristal debido a la fa´cil adherencia de estas part´ıculas en el pla´stico.
A.2. Recubrimiento con PEG
Reactivos
− Nanopart´ıculas Au-PEI
− (O-(3-Carboxipropil)-O’-[2-(3-mercaptopropionilamino)etil]-polietilenglicol)
(Ref: 712515 Sigma-Aldrich). Sino´nimo: α-Mercapto-ω-carboxy-PEG
Procedimiento
1. Se pone bajo agitacio´n (800 rpm) 2 ml de nanopart´ıculas Au-PEI a concentracio´n
de 2 mg/ml.
2. Se an˜ade gota a gota 2 ml de PEG a concentracio´n 2 mg/ml.
Para ello se pesa en la ba´scula de precisio´n 4 mg de PEG y se diluyen en 2 ml
agua milli-Q.
3. Se deja reaccionar durante 4 horas a temperatura ambiente.
4. Se quita el exceso de PEG mediante dia´lisis con filtros de 14 kDalton. Estos filtros
han de ser previamente hidratados sumergie´ndolos en agua a 60oC durante 30
minutos.
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Anexos B
Protocolo de funcionalizacio´n de
nanopart´ıculas con siRNA
Reactivos
− siRNA-SOD1 (Ref:AM16706 SilencerTM Pre-Designed siRNA. ThermoFisher)
− Agua libre de RNA/DNAsas
− Nanopart´ıculas Au-PEI-PEG
Procedimiento
1. Se diluye el stock de siRNA a concentracio´n 1 µg/µl.
El stock es de 5 nmoles por lo que se diluye en 66,5 µl.
2. Se mezcla el siRNA-SOD1 y las Au-PEI-PEG al ratio de concentracio´n deseada.
3. Se dejan incubando durante 1 hora a temperatura ambiente.
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Anexos C
Protocolo de PCR cuantitativa
Reactivos
− Nanopart´ıculas Au-PEI-PEG
− SOD1-siRNA
− Kit comercial Direct-zolTM RNA MiniPrep
− Kit comercial Quantabio CDNA SuperMix
− Agua libre de DNAsas
− Fast Universal PCR Master Mix (2x) TaqmanTM
− Sondas TaqmanTM (B2M, pcna1, ccnd1 y cdkn1a)
Procedimiento
1. Siembra de ce´lulas en placas de 24 pocillos: Se siembran 75.000 ce´lulas por pocillo
y se dejan incubar hasta que se adhieren al fondo del pocillo.
2. Conjugacio´n de nanopart´ıculas Au-PEI-PEG-SOD1: Se conjugan las
nanopart´ıculas a una concentracio´n de 0,035 µg/µl con siRNA a diferentes
concentraciones (5 nM, 10 nM, 50 nM, 200 nM y 400 nM). Adema´s se preparan 3
grupos de control: no tratadas, solo nanopart´ıculas a concentracio´n 0,012 µg/µl
y 0,035 µg/µl como indica la figura 4.11.
3. Se an˜aden las nanopart´ıculas a las ce´lulas en un volumen final de 500 µl por
pocillo y se dejan incubar durante 48 horas.
4. Extraccio´n del RNA: se extrae el RNA con el kit comercial Direct-zolTM RNA
MiniPrep.
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5. Retrotranscripcio´n del RNA extra´ıdo a DNA: se retrotranscriben 100 ng de cada
muestra de RNA a cDNA con el kit comercial Quantabio CDNA SuperMix.
6. El cDNA se diluye en proporcio´n 1:2 con agua libre de DNAsas para hacer la
PCR cuantitativa a tiempo real. Se an˜ade 2,5 µl de Master Mix, 0,25 µl de Sonda
del gen evaluado, 1,25 µl de agua a 1 µl de cada muestra de cDNA diluido. Cada
una de las muestras se hace por triplicado. La amplificacio´n se lleva a cabo con
el instrumento Applied Biosystems.
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Anexos D
Protocolos de permeabilizacio´n y
tincio´n para microscop´ıa confocal
Reactivos
− PBS 1x
− PBS BSA 1 %: Se diluyen 0,5 gramos de Bovine Serum Albumin (BSA) en 50 ml
de PBS 1x
− PBS BSA saponina 0,1 %: Se an˜aden 0,05 gramos de saponina a la disolucio´n
PBS BSA 1 %
− Faloidina 1/200: Se an˜aden 5 µl de faloidina a 1 ml de la disolucio´n PBS BSA
saponina 0,1 %
− Hoechst 33342 (Bisbenzimide H 33342 trihydrochloride)
− Medio de montaje
Procedimiento
1. Se prepara la ca´mara hu´meda, poniendo papel de filtro mojado en un tupper.
2. Se an˜ade 100 µl de la disolucio´n de faloidina en cada pocillo de la placa.
3. Se deja incubando 1 hora en la oscuridad.
4. Se retira la faloidina.
5. Preparacio´n del medio de montaje con Hoechst 33342: 10 µl de Hoechst con 16
gotas de medio de montaje.
6. Finalmente, se an˜aden dos gotas del medio de montaje con tincio´n (apartado 5)
por cada pocillo.
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